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УЧАСТИЕ СЕРОВОДОРОДА В МЕХАНИЗМЕ ПРОТЕКТИВНОГО
ДЕЙСТВИЯ Nl-МЕТИЛНИКОТИНАМИДА НА ПЕЧЕНЬ ПРИ
ИШЕМИИ-РЕПЕРФУЗИИ
Гро dненскuй zocyd арсmвенньtй меduцuнскuЙ унuверсumеm, Гро dHo, Б еларусь
MexaHlBM протеюивною действrи Nl-метшниксrгинамида (1-МНА) при синдроме ишемии-
реперфlзии печени (ИРГI) осгается до конца не lтз)денным. IJе.чь исследованIfi - из)л{tтгь роль
эндогенного сероводорода в механ}тзме захIитного влиянrfi 1-МНА при синдроме ИРП у крыс. Живогньпr
разделIDIи на 3 грlппы: в 1-й груlле (n:8) - моделировЕlJIи ишемию (З0 мин, маневр Притгла) и
реперфlзrло (120 мин) печени; во 2-й (n:8) - за 10 Mrm перед ИРП к?ысам вводили i-MIIA (100 пг/кг), в
3-й (п=8) гр}ппе введение l -МНА комбинирова_ltи с DL-пропаргилглицином (Sigпц 50 мг/лт, в/б) за 60
мин до ИРП. ИсследоваJIи парамsгры кислородгранспортной фlншии крови, прооксидантно-
антиоксидантного бапанса (диеновые коньюгаты, основаниrl Шиффа о-токоферол, ретинол, активность
каталазы). Установлено, ,rго 1-МНд с}lцественно понюкаJI }?овень прод},кгов перекисного окисления
липидов, улучшап показ€lтели кислородгранспортной функцlм Rрови и антиоксидантной защrтгы в конце
реперфузионною периода. Иrтгибирование эндогенною синтеза сероводорода в печени с помощью DL-
пропаргиJ'tглицина нивелировuulо даньtй эффект 1-МНА. Таюшr образом, защtrгьtй эффекr 1-МНА при
ишемии-реперфузии печени в большой степени опосредован свойствами эндогенного сероводорода.
Кtlючевьtе слова: гемоглобин, Nl-мgгилникотинамид, сероводород, релерфрия, печетъ,
прооксидантно-антиоксидантное состояние
Введение. Nl-мOтилникотинамид (1-МНА) являgтся одним из главцых мgгабопитоВ
никотинамидa синтезируемого главным образом в печени tIод действием фермента никотинамид-N-
мsтилцансферазы (никоти[Iамид: S-аденозилметионин метилоц)ансфераза; ЕС 2.1.1.1), который
затем метаболизируется в Nl-м9ти.II-2-пиридон-5-карбоксамищ и Nl-метил-4-пиридон-З-карбоксамид
rrод действием клеточцых оксид€lз [15]. Биологические эффекты l-MHA связывают со способностью
соединения влиять на процессы микроциркуляции, внутриклеточноIо дыхания, обмена .JIиIIидов, а
также на развитие восп€}ления и окислительного стресса|5,7,15]. Показано, что 1-МНА оказываеI
значительный протективный эффект rrри моделировании синдрома ишемии-реlrерфузии печени
(ШП) в эксперименте [5]. Однако мехацизм данного деЙствия 1-МНА при ИРП до коцца не изу]ен.
В последние годы интенсивно исследуются физиологические эффекты эндогенного
сероводорода. Как и 1-МНА, эндогенный сероводород синтезируется в печени и может выступать в
качестве биологически вь]соко активного соединения, )п{аствующего в механизмах межклеточной
сиIн€цIизации и модулирующего активность многих проадаптивных генов [l2, 18]. Установлено, что
при ИРП экзогенный H2S улуlшает параметры кислородтраЕспортноЙ функчии КТФ) крови,
повышает активность внутриклsточных антиоксидантов, индуцирует продукцию белков теплового
шока (HSP-90), подавляет апоптоз, провосп€1,1ительные факторы, что сlrособствует уменьшецию
реперфузионных повреждений органа [4, 10]. Учитывая, что 1-МНА и H2S облаДаЮт схожими
физиологическими эффектами и способны оказывать положительное влияние на прооксидантно-
антиоксидантный баланс и кислородсвязывающие свойства крови при ИРП |4,5,7, |6f, IJелью
настоящего исследования явилось выяснение роли эндогенного сероводорода в механизме защитного
действия Nl-метилникотинамида на печень при модедировании синдрома ишемии-реrrерфузии У
крыс.
П{атериапы и методы. Опыты выполнены на 24 взрослых белых крысах-самцах, массой 280-
360 г, выдержанных в стандартных условиях вивария. Под комбинированным наркозом (тиопента-п
натрия 30 мг/кт, внутрибрюшинно (в/б), калиrrсол - 100 мг/кг, вн),ц)имышечно (в/м)) ишемию печени
вызыв€uIи наJIожением сосудистого зажима на а. hepatica propria и у, portae (маневр Прингла) в
течение З0 мин, реперфузионный период длился 120 мин, В конце эксперимента осуществляли забор
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прооксидантно-антиоксидантного и функцион€tJIьного состояния печени. Все оIIеративные
вмешательства ос)лцествляли в условиях адекватной ан€LIIьгезии в соответствии с нормами,
принятыми этическоЙ комиссиеЙ по гуt{анному обращению с животными Гродненского
государственного медициЕского уциверситета.
Животных р€lзделили на 3 экспериментЕLтьные группы: в 1-й грцlпе (n:8) моделировали ИРП;
во2-Й группе (n:8) - за 10 мин перед ИРП крысам вводили Nl-метилникотинамида хлорид (l00 мг/кг,
в/б) [5], в 3-й (n:8) -введение I-MHA комбинировали с ингибитором цистатионин-у-лиазы - Dl-
проllаргилгдицином (ПАГ, Sigma, 50 мг/кг, за 60 мин до ИРП, в/б) [17]. Содержание сероводорода в
плазме крови определяли сtIектрофотометрическим методом, который основан на реакции между
сульфид-анионом и кислым раствором N,N-диметил-р-фенилендиамином в прис)лствии хлорида
железа (IП) t14]. Степень реперфузионного повреждения печени оценив€1,1и по активности аJIанин- и
аспартатаминотрансфераз (АЛТ и АСТ) кинетическим мсгодом с помощью стандартного набора
реактивов фирмы <Соrmау> (Польша).
Изуrали следующие покirзатели прооксидантно-антиоксидантноIо состояния: диеновые
коньюгаты (f[K), основания Шиффа (ОШ), сr-токоферол, ретинол и активность катЕ}JIазы. Содержание
Дt в биологическом материаr.Iе определяли методом ультрафиолсговой спектрофотомеrрии rrри
ддице волцы 23З нм, типичной для коньюгированных диеновых структур гидроперекисей липидов
[l]. Содержание ОШ определяли по интенсивности флюоресценции хлороформного экстраIсга при
длицах волн возбуждения и эмиссии З44 нм и 440 нм соответственно [8]. Концентрацию сr-
токоферола и ретинола из}п{€}ли методом флюоримегрического определения по интенсивности
флюоресценции гексацового экстракта [6]. В качестве стандарта использов€lJIись сr-токоферол и
ретинол фирмы KSigmu. Ката,rазную активность в биологическом матери€1,IIе оценив€lJIи
спектрофотометрическим методом, основанном на способности перекиси водорода образовывать с
солlIми молибдена стойко окрашенный комплекс [2].
На микрогазоанализаторе <Synthesis-15> (Instrumentation Laboratory Company) оценивали
показатели КТФ крови: р5Oр"-, гемоглобин (НЬ), меггемоглобин (MetНb), карбоксигемоглобин
(НЬСО), рО2, рСО2, рН, бикарбонат плtlзмы (НСОз-), общий COz плазмы (ТСО2), действительный
избыток оснований (АВЕ), стандартный избыток оснований (SBE), стандартный бикарбонат пл€tзмы
(SBC). Сродство гемоглобица к кислороду опредепяли по llоказателю р50 ФО, крови,
соотвsтствующее 50% насыщению ее кислородом), р50*,, рассчитывали для стандартных условий
QlH 7,4; pCOz : 40 мм рт. ст. и Т : З7 'С), р5Oр"- рассчитывали ддя реtLIIьных значений этих
факгоров.
Статистическую обработку пол}п{енных данных проводиди с исrrользованием t-критерия
Стьюдента, к?итФиев Вилкоксона или Манна-Уитни в зависимости от норм€1,lIьности распределения
выборок. !остоверными считtши р€lзличия при р<0,05.
Результаты и их обсуяtдение. Моделирование синдрома ИРП у крыс приводило к снI]жению
}ровня сероводорOда в плаз}lе сttлешанной венозной крови в копце реперфузи1.1 наЗ5,2О/а (р<0,01) по
отнош9нию к исходному (рисунок 1). Инфузия 1-МНА способствовала повьiшению 1ровня H2S в
крови при ИРП, тогда как ингибирование цистатионин-y-лиазы в условиях введения 1-МНА снижЕLIIо
уровень сероводорода по отношению к животным всех экспериментЕ1,IIьных групtI и контролю
фисунок 1).
Активность АЛТ и АСТ в конце реперфузионного периода у животных 1-й группы
повышаJIась по отношению к исходному )ровню в 8,5 (р<0,001) и 8,3 (р<0,001) раза соответственно
(рис1.нок 2 и З). При использовании 1-МНА в условиях WП (2-я группа) уровень активности АЛТ и
АСТ по отношению к крысам 1-й груrпы в конце реперфlзии сниж€l,,Iся в 2,0 (р<0,001) и 1,8 Ф<0,001)
раза соответственно. Использование ГIАГ у крыс 3-й груlпы нивелировало протективньтй эффект 1-

















Рис. 1. Изменение }poBHrI сероводорода (H2S) плазмы у опытньIх крыс в конце реперфузионного
периода, где ИРП - ишемия-реПерфузиЯ печени, 1-мнА -Nl-мотилниКотинамид, пАг - Dl-пропаргЙглицин, *
- достовернОе отличие по отношениЮ к исходномУ уровЕЮ (р<0,05), # - к 1-Й гр}тпе (ИРП,р<0,05), & - ко 2-й


















Рпс. 2, Изменение активности апанинаминотрансферазы (АлАТ) в плазме крови экспериментаJIьньIх
животньlх (ЕЩiл), где ИРп - ишемиrI-реперфузия печени, 1-мнА - Nl-МеТИЛНикотинамид, tIдг - Dl-
ЦРОПаРГИЛГЛИЦИн, * - Достоверное отличие IIо отношению к исходЕому }ровню (р<0,05), # - к 1-й грщпе (Ирп,
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Выявлеtlо, что у крыс 1-й группы моде;Iирование ИРП приводило к повышению содержанIш














Рис. 3. Изменение активности аспартатаминотрансферазы (АсАТ) в Iшазме црови у крыс (Е,Щ/л), гдеирп _ ишемия-реперфузия печени, 1-мнА - Nl-МеТИЛникотинамид, IIАг - Dl-пропЬр.илглицин, * -
достоверное отличие по отношению к исходному }ровню (р<0,05), # - к 1-й груlпе (ИРП,р<0,05), & - ко 2-йгруппе (ИРП+1 -МНА, р<0,05)
В группе яtивотных, получавших 1-мнА (2-я rруllла), наб,чюдал;tось улучшенltе большинства
исследуеN{ых параметров. Так, у крыс 2-й группы в кояце реперфузии уровень ЩК и ОШ в плазме
смешанной венозной крови по отношениЮ к животным из 1-й группы сЕиж€IJIся на 60,5% (p<0,00l) и
72,\оА {р<0,001) соотвсгственно. Одновременно улу{шfuIIись изу{аемые rrараметры антиоксидантной
системы у крыс, пол)лавших 1-мнА, по отношению к животным 1-й группы. Так, в конце
реперфузии уровни о-токоферола и ретинола у животных 2-й группы по отношению к крысам 1-й
группы гIовыш€LIIись на 9,6Yо (р<0,05) и 1,6,10/o (lr<0,05) соответственно. Применение 1-МНд в
условиях ингибирования синтеза сероводорода с помощью ПАГ (3-я группа) }дудшало парамgгры
прооксидантно-антиоксидантного состояIlия при ИРП (табл. l). Так, уровень прод).ктов ПоЛ в
пл.lзме крови в конце реперфузионного периода повыш€L,Iся: Дt - в 3,1 раза (р<0,001), оШ - в з,7
раза (р<0,001); активность катал€вы эритроцитоВ уменьшаJIась в 3,4 раза (р<0,001) по отношению к
крысам из 2-Й групшI. Содержание о,-токоферола и рsтинола плазмы в 3-й груlпе по отношению к
исходному }ровню tlонижаJIось на 18,5Оlо (р<0,01) иЗ6,8О/о (р<0,001) соотвsтственно (табл. l).
изпlенеrrия параметров КтФ крови представлены в таблице 2. Установлено, что в конце
реперфузиоНного периода у животных 1-й группы цаблюдалось уменьшение СГК крови (судя по
}ъеличению показателю р5Oр.-), снижение показателей рН, АВЕ, SBE и SBC. Введение опытным
животным 1-мнА перед ИРП (2-я группа) способствов€L]о улу{шению отдельных 11араметров КТФ
КРОВИ, ТаКИХ КаК Р5Oр"- , РН И SBE (ТабЛ. 2). Так, пОКаЗаТель р5Oр"." у крыс 2-й груllпы в конце
реперфузии был меньше, ч9м у крыс 1-й гр}тIIIы на7,6О/о (р<0,05).
ПРИМеНеНИе 1-МНА В Условиях ингибирования синтеза сероводорода (З-я группа)
нивелиров€Lто защитные эффекты 1-мнА на параметры КТФ крови после ишемии. Так, показатель











Табл. 1. Изменение параметров прооксидантно-антиоксидантного состояния при ишемии-реперф}зии







n 8 8 8 8
.ЩКп", АЕ2зз/МЛ 1,0з+0,06 з.8+0.5 5 * 1,5t0.09*# 4.67+0.з4*
ОIII,,, ЕДмл 22.58tз.2 165,6х20,з* 46,2+7,9*# 168,7+26,з*
Токофеоол_-- мМ/л 21.1+0.зз 1 7,1+0,з5* 18,7t0,2*# |,7,2 + 0,з*




Примечание: ИРП - ишемиrl-реперфузия печени, 1-МНА - Nl-метилникотинамид, ГtАГ - Dl-пропаргилглицин,
пл - плазма, эр - эритроциты, * - достоверные изменения по отношению к значению до ишемии, # -
достоверное отличие от животных 1-й груrпы (ИРП) (р<0,05).
Табл. 2. Изменение параметров кислородтранспортной функции смешанной венозной крови при






п 8 8 8 8
р5Oр"-, мм рт, ст. з6,9+1,5 43,5+1,1* 40,2+1,0# 45,34+0,96*
p50.,u*, мм рт. ст. зз"7!1,2 33.2t1.4 34.зt1.2 37,9] ю.81+#
НЬ, г/л 119,5+5,4 |26.5!I2^4 126.6!4"6 145.1 t8.65 *
MetHb, г/л 0,48t0,12 0,5+0,21 0.4l t0.07 1.29+0.2*
СоНЬ, г/л 0,65+0,з7 0,9t0,49 0.з 1t0.14 0
РО2, ММ РТ. СТ. 34,8+1,5 429t6,6 35,75+з,1 40,0+2,69
рН, ед.
,7,з2t0,02
7.1 7+0,04* 7.25+0,0з# 7,216+0.035 *
DСо?. Мм рТ. сТ. 62"7+2,2 74,5t8,4 73,3+4, 1 * 96,4|+,7,7*
нСо]-, ммоль/л з2,з+0,6 27.0+1,8* 29,9*1,5 з 8,2*0,6 1 *#
TCOI, ммоль/л з4,2+0,6 29,j+2,0* з2,2+|,5 4I ,53+0,45+#
АВЕ, ммоль/л 5r+о7 -2,4э+|,7* 0,98t1,85* 7.63t0.61 *#
SBE, ммоль/л 5,9зt0,73 _1,65+1,98* 1,96+1,91# 10.6t0.67*#
SBC, ммоль/л 27;78-|0,52 21,8+1,4з * 24,2+|,4,7* 28,1 9t1,1 9#
Примечание: ИРП - ишемия-реперфузия печени, 1-МНА - Nl-мотилникотинамид, IIАГ - Dl-пропаргилглицин,
* - достовернь]е изменения по отношению к значению до ишемии, # - достоверное отличие от животных 1-й
группы (ИРП) Ф<0,05),
Результаты проведенного исследования показывают, что использование 1-МНА перед ИРП
значительно улrIшало tIрооксидантно-антиоксидантное состояние у огIытных животных, тогда как
применецие ингибитора эндогенного синтеза H2S приводило к снижению данного протективного
эффекта. Одновременно у црыс 3-й группы сниж&цось СГК крови (суля по изменениям показателя
р5Oр"-). Известно, что 1-МНА способен п}"тем изменения эндогенной продукции сирт}ина-1
ущпIшать редокс-состояние гепатоцитов и стабилизировать прооксидантно-антиоксидантное
состояние [15]. Показано, что под вдиянием 1-МНА в эндотелии увеличивается прод}кция
простациклина, а также улучшаются реологические свойства крови [7]. Кроме того, 1-МНА обладает
зцачительным rrротивовоспалительным эффектом при моделировации токсического геrrатита у
мышеЙ [9], что может быть весьма ценным при ИРП.
Как и 1-МНА, H2S вызывает в€}зодилатацию, уменьшает агрегацию тромбоцитов, легко
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благодарЯ сульфгидраТации, влияет на редоКс-состояние митохондрий [3, 18], УчитываrI, чтоосцовныМ местом синтеза 1_мнА и HzS являgгся печень, не искJIючено, что гtри ИРП процессы
образования этих мgгаболитов нарушаются, усцубляя микроциркуляторные и метаболические
расстройства. По-видимому, 1-МНА частично реализует свой протектйвныИ эффект при ИРП за счет
повышения/восстановдения активности цистатионин-т-ли€вы печени и физ"Ьоо.и""Ъп"* эффекговсероводорода. Эндогенный сероводород быстро захватывается мет€Lтлсодержащими протеинами и
метаболизируется в митохондриях клеток [З]. Показано, что H2S способсr"у", упl"r,цению работымитохондрий, поддержанию процессов окислительного фосфорилиръuu""", rrрепятствует
индуцированному ионами кальция высвобождению цитохрома С и апоIIтозу, снижает генерацию
свободных радик€lJIов кисдорода в дыхательной цепи, что предо,гвращает р€ввитие окислительногостресса в печени [1 1, 1з]. Изменение кислородсвязывающих свойсiв *роuй" наших экспериментах
СВИДеТеЛЬСТВУеТ О ВаЖНОЙ РОЛИ HzS В R/Т-КОНфарМационных rrереходах гемоглобина при
окислительном стрессе, вызванным синдромом ишемии-реперфузии печени у крыс.Таким образом, защитный эффект Nl-М€ТИЛНИкоrй"ir"дu на царамеIры КТФ крови и
прооксидантно-антиоксидацтного баланса в условиях моделировании синд)ома ишемия-реперфузия
печени в большой степени опосредован свойствами,"доaa""о.о сероводорода.
Выводы
1. Ингибирование фермента эндогенноfо синтеза HuS (цистатионин-у-лиазы) примоделированиИ синдрома ишемия-реПерфузиЯ печенИ у крыС в условияХ инфузиИ N,-метилникотинамида блокирусг защитный эффект преrrарата на степень р".r"рфу."о"по.оповреждения органа (судя по активности А,ЦТ и Аст).
2, Повышение эндогенной продlкции сероводорода обусловливает антиоксидантный эффект
Nl-МеТИЛНИкотинамида при ишемия-реперфузия печени, что препятствует развитию окислительцогостресса.
3. Эцдогенный сероводород принимает важное )л{астие в модификации кислородсtsязывающих
свойстВ цровИ ''рИ 
коррекциИ реперфузионныХ поврежденИй печенИ с ,,омощьЮ Nl-
метилникотинамида.
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MN. KHoDoSor/SKY I/.l/. ZNCHUK,I.E. GUT,YAI
ТнЕ II\IVOLYEMENT OFHYDROGEN SIJLFIDE IГ{ NI-METFгIaLNICOTINAMIDE PROTECTIIaE
ЕFFЕСТ DURING HEPATIC ISCIIEMIA-REPERFUSION SYNDROME
Grоdпо State Medical Uпiversity, Grоdпо, Belarus
Summary
The mechanism of Nl-methylnicotinamide Ф\,1NА) protection from hepatic ischemia-reperfusion
(HIR) injuries remains uпсlеаr. The aim was to elicit the rоlе of endogenous hydrogen sulfide in NMNA
protective effect during HIR in rats. Animals were divided into 3 groups: l't (n:8) - HIR: hepatic ischemia
(30 min, m. Pringle) and reperfusion (120 min); in 2nd grоuр (n:8) NMNA (100 mg/kg) was admin 10 min
Ьеfоrе HIR; in З'd group (n:8) rats were handled like in 2nd group, but inhibitor of cystathionine-y-lyase
(Dl-propargylglycine, 50 mglkg, i.p.) was added lhT before HIR. The parameters of blood oxygen,
pro/antioxiйnt balance (conjugated diens, Schiff bases, ш-tocopherol, retinol, catalase activity) were
detected. It was found that NMNA signiГrcantly decreased the level of lipid peroxidation products, improved
parameters of bloos oxygen and antioxidant system at the end of reperfusion. The inhibition of endogenous
hydrogen sulГrde synthesis Ьу Dl-propargylglycine significantly reduced this protective effect of NMNA.
Thus, protective effect of NMNA during hepatic ischemia-reperfusion is largely mediated Ьу endogenous
hуdrоgеп sulfide.
Кеу words: hemoglobin, Nl-methylnicotinamide, hydrogen sulfide, reperfusion, liver, prooxiйnt-
antioxidant stafus.
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